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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wird eine Modifikation der Bratton-Marshall-Reäktion zum quantita-
tiven Nachweis von enzymatisch freigesetztem p-Nitroanilin dargestellt.
Sie ist sehr empfindlich, leicht ausführbar, gut reproduzierbar und als Mikromethode für die Anwendung in der
klinisch-chemischen Routine geeignet.
Determination of the activity ofpeptidases and amino acid aryl amidases
Summary: A modification of the Bratton-Marshall reaction for the quantitative determination of enzymically released
p-nitroaniline is described. It is very sensitive, easily performed, shows good reproducibility, and it is suitable for
routine use in clinical chemistry.
Einführung
Im Humanserum befinden sich Peptidasen und Aryl-
amidasen, deren Herkunft, physiologische Funktion
und pathognoinonische Bedeutung bis auf einige Aus-
nahmen weitgehend ungeklärt sind.
In neuerer Zeit wurden diese Enzyme jedoch häufiger
in gesunden und pathologisch veränderten menschlichen
Geweben und Seren bestimmt (l—13); es erscheint daher
folgerichtig, sie auf ihre Eignung als diagnostische Para-
meter zu untersuchen und selbst geringe Aktivitäts-
und Spezifitätsunterschiede im Serum mit Hilfe einer
empfindlichen Testmethodik und geeigneten Substraten
— hier mit Aminosäure-p-nitroaniliden — nachzuweisen.
Die übliche direkte photometrische Messung des enzy-
matisch freigesetzten p-Nitroanilins bei 405 nm ist
jedoch wegen der geringen Enzymaktivitäten meist
nicht möglich; darüber hinaus, wird die Nitroanilin^
Farbe von der Eigenfarbe des Serums überlagert.
1939 veröffentUchtenfirafto/z, Marshall und Mitarbeiter
(14) eine Methode zum quantitativen Sülfonamidriach-
weis im Blut, die auf der Diazotierung der freien Amino-
gruppe des Sulfanilamids in saurer Lösung und
anschließender Kupplung an N-1-Naphthyl-ethylendiamin
zu einem Violetten Azo-Farbstoff beruht; sie ist prinzi-
piell auch auf andere Aminobenzol-Derivate und
-Homologe und damit auch auf p-Nitroanilin anwend-
bar (15).
In der vorliegenden Arbeit wird nun eine Modifikation
der Bratton-Marshall-Reaktion zum quantitativen Nach-
weis enzymatisch freigesetzten p-Nitroanilins mit
N-(NapthyH(l))-ethylendiammoniumdichloridals
Chromogen dargestellt. Sie ist einfacher, weniger stör-
anfällig und — bezogen auf die p-Nitroanilin-Konzen-
tration im Testgemisch - je nach Ausführung etwa
dreifach bis fünfzehnfach empfindlicher als die ursprüng-
liche, beiAppel(lo) näher beschriebene Methode; als
Mikromethode ist sie auf die Erfordernisse eines Rou-
tinelabors abgestimmt.
Material und Methoden
Alle Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt,
bezogen.
Für die Enzymteste wurde Poolserum von gesunden weiblichen
und männlichen Probanden im Alter von 25 bis 33 Jahren ver-
wendet, das bei — 20°C gelagert und bei Bedarf portionsweise
aufgetaut wurde.
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Lösungen
1. p-Nitroanilin-Standard, 0,333 mmol/1:
13,8 mg 4-Nitroanilin (Merck 6760) werden in l ml Dimethyl-
sulfoxid (Merck 2912) gelöst und mit bidest. Wasser auf
300 ml aufgefüllt. Die Lösung ist bei 4°C unbegrenzt haltbar.
2. Tris-Puffer, 0,1 mol/1; pH 7,6.
3. Trichloressigsäure, 300 g/l:
30 g kristalline Trichloressigsäure werden mit bidest. Wasser
auf 100 ml aufgefüllt. Bei Raumtemperatur unbegrenzt halt-
bar.
4. NaCl-Lösung, 0,15 mol/1.
5. Na-Nitrit, 2 g/l
0,2 g NaNO2 werden in 100 ml bidest. Wasser gelöst Die
Lösung muß bei 4°C aufbewahrt und wöchentlich frisch ange-
setzt werden.
6. Ammoniumamidosulfonat, 5 g/l:
0,5 g Amidosulfonat (Merck 1220) werden in 100 ml bidest.
Wasser gelöst. Die Lösung soll ebenfalls im Kühlschrank aufbe-
wahrt und wöchentlich frisch angesetzt werden. *
7. N-1-Naphthyl-ethylendiammoniumdichlorid, 0,1 mol/1:
0,291 g N-1-Naphthyl-ethylendiammoniumdichlorid (Merck
6237) werden in 10 ml Dimethylsulfoxid gelöst. Die Lösung
ist lichtempfindlich und soll täglich frisch bereitet werden.
8. Substrat, 0,1 mol/1:
30,1 mg Tyrosin-p-nitroanilid (Merck 24627) werden in l ml
Dimethylsulfoxid gelöst. Die Lösung ist bei 4°C etwa
30 Tage haltbar. Bei stärkerem Ansteigen der Leerwerte soll
sie frisch angesetzt werden.
9. ISO-Amylalkohol p. a. (Merck 979).
Bei größeren Testserien kann die Substratlösung vorteilhaft
dem Puffer zugegeben werden, falls das verwendete Amino-
säure-p-nitroanilid wasserlöslich ist. Das im Testgemisch
enthaltene bidest. Wasser dient zunächst der Verdünnung des
Ansatzes, kann aber bei Bedarf durch Lösungen von Effek-
toren ersetzt werden. Untersuchungen darüber sind im
Gange.
Makro m et ho de
Sind sehr geringe Enzymaktivitäten und damit sehr kleine Mengen
freigesetztes p-Nitroanilin zu erwarten, so kann man eine Makro-
methode anwenden, die gegenüber der oben beschriebenen
Mikromethode etwa fünffach empfindlicher ist. Sie beruht auf
der guten Löslichkeit des gebildeten Azo-Färbstoffes in Isp-
Amylalkohol und gestattet den Nachweis einer p-Nitroanilin-
Konzentration im Testgemisch von 0,83 bis 8,3 /l. Man
geht dazu von den 5fachen Volumina der Mikrpmethode aus
und überführt den gebildeten Azo-Farbstoff durch Schütteln
quantitativ in l ml Iso-Amylalkohol. Nach lOminütigem Stehen
wird der Ansatz 5 min bei 3500 U/min zentrifugiert, die Ober-
phase entnommen und in Halbmikroküvetten von l cm
Schichtdicke gemesssen. Diese Methode erfordert jedoch
einigen Arbeitsaufwand und ist daher für die Routine kaum
geeignet.
Ergebnisse
Spektrum
Die maximale Lichtabsorption des Azo-Farbstoffes im
Reaktionsgemisch liegt bei einer Wellenlänge von 550 nm.
Mikromethode, Pipettierschema
In Reaktionsgefäße pipettieren ( ):
p-Nitroanilin-Standard
Serum
NaCl 0,15 mol/1
bidest. Wasser
Tris-Puffer 0,1 mol/1 pH 7,6
Substrat-Lösung 0,1 mol/1
Leerwert
-
-
-
100
500
.10
Standard
10-100
-
ad 200
100
500
—
Probe
-
10-200
ad 200
100
500
10
Konzentration im Testgemisch
4,1-41 1/1
62,5 mmol/1
1,25 mmol/1
mischen; 30 min bei 37°C auf einem Thermostaten inkubieren
Trichloressigsäure 300 g/l 500 500 500
Serum 10—200 — —
NaQ 0,15 mol/1 ad 200
mischen; 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen; 2 min bei 15 000 U/min zentrifugieren
187,5 g/l
In neue Reaktionsgefäße pipettieren ( ):
Überstand
Na-Nitrit 2 g/l
Leerwert
1000
100
Standard
1000 ' '
100
Probe
1000
100
Konzentration im Reaktionsgemisch
0,15 g/l
3 min auf einem Rotationsmischer mischen
Amidosulfonat 5 g/l 100 100 100 0,38 g/l
3 min auf einem Rotationsmischer mischen
Naphthyl-ethylen-diammoniumchlorid 0,1 mol/1 100 100 100 7,7 mrnol/1
3 min auf einem Rotationsmischer mischen; 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen; 2 min bei 15 000 U/min zentrifugieren.
In Halbmikroküvetten von l cm Schichtdicke bei 550 nm messen.
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Das Molekulargewicht des gebildeten Azo-Farbstoffes
beträgt 441,34; der mikromolare Absorptionskoeffizient
liegt unter den obengenannten Bedingungen bei e = 53,8.
Standardkurve
Tab. 1. Mittelwerte, Standardabweichungen, Variationskoeffi-
zienten der Mikromethode.
10-100 p-Nitroanilin-Standard 0,33 mmol/1
AS so» keine Zugabe von Substrat.
Jeder Wert ist das arithmetische Mittel aus fünf Einzelmessungen.
Meßwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten
fur die Mikromethode sind tabellarisch dargestellt. Die Absorp-
tionen sind den Konzentrationen proportional; das Lambert·
j&eer'sche Gesetz ist für Mikro- und Makromethode gültig.
x s VK[%]
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0,104
0,201
0,301
0,401
0,503
0,600
0,695
0,796
0,900
1,010
0,0037
0,0043
0,0055
0,0072
0,0081
0,0101
0,0168
0,0164
0,0115
0,0170
3,5
2,2
1,8
1,8
1,6
1,7
2,4
2,1
1,3
1,7
Einfluß der Nitrit- und Sulfamatkonzentration
auf Linearität und Farbentwicklung
Die Nitritkonzentration hatte innerhalb des Intervalls
von 0,36—0,09 g/l Reaktionsgemisch keinen wesent-
lichen Einfluß auf die Linearität und die Farbentwick-
lung; die Konzentration von 0,15 g/l wurde beibehalten,
um sicherzustellen, daß bei eventuell ablaufenden nitrit-
verbrauchenden Nebenreaktionen dieses noch im Über-
schuß vorhanden war.
Die Sulfämatkonzeritration wurde in Analogie zur ur-
sprünglichen Methode (17) so bemessen, daß nach
Abschluß der Diazotierung überschüssiges Nitrit schnell
und sicher zerstört wurde.
Einfluß der Chromogenkonzentration
Die Änderung der Chromogenkonzentration im Reak-
tionsgemisch zwischen 4 und 15 mmol/1 hatte
ebenfalls keinen Einfluß auf die Linearität und die Farb-
intensität des Tests. Die gegenüber der Azo-Nitröaiiilin^
Konzentration von maximal 0,03 mmol/1 weit über-
schüssige Chromogenkonzentration von 7,7 mmol/1
wurde gewählt, damit ein rascher und vollständiger
Ablauf der Kopplungsreaktion gewährleistet blieb.
Enzym aktivität im Serum
Mit der oben beschriebenen Mikromethode und Tyrosin-
p-nitröanilid als Substrat wurden Enzymbestimmungen
in einem Ppolserum (s. Material und Methoden) durch-
geführt. Tyrösin^p-nitroanilid dient hier lediglich als
Beispiel und kann durch andere Aminosäure-p-nitroanilide
ersetzt werden. Wegen der hohen Empfindlichkeit der
Methode wurde das Serum mit 0,15 mol/1 NaCl lOfaeh
vorverdünnt.
Die höchsten Umsatzraten fanden sich in 0,1 mol/1
Trispuffer bei einer Temperatur von 37°C in einem
pH-Bereich zwischen 7,6 und 7,9; die Michaelis-Kon-
stante beträgt unter diesen Bedingungen 0,33 mmol/1.
Die Enzymaktivität des Serums gegenüber Tyrosin-p-
nitroanilid wurde mit 3,3 U/l errechnet; das entspricht
etwa dem von Lorentz (12) angegebenen Wert von
3,8 U/l.
Präzision in der Serie
Um die Präzision der Mikromethode in der Serie zu er-
mitteln, wurden 20 Enzymbestimmungen mit lOfaeh vor-
verdünntem Poolserum in 0,1 mol/1 Trispuffer pH 7,6 bei
37°C und SOminütiger Inkubationsdauer durchgeführt.
Der Mittelwert der bei 550 nm gemessenen Absorp-
tionen betrug 0,600 bei einer Standardabweichung von
±0,015 und einem Variationskoeffizienten VK = 2,5%.
Diskussion
Die hier beschriebene Methodik gestattet durch ihre
hohe Empfindlichkeit den Nachweis sehr geringer
Enzymaktivitäten gegenüber Aminosäure-p-nitro-
aniliden im Serum und anderen Körperflüssigkeiten.
Bei gleichen p-Nitroanilin-Konzentrationen im Test-
ansatz liefert die hier dargestellte Methode durch Ver-
meidung der Volumenexpansion gegenüber der bei
Appel(\6) beschriebenen Originalmethode auf das
Dreifache erhöhte Extinktionen, darüber hinaus ist sie
zur Anwendung in der klinisch-chemischen Routine-
diagnostik geeignet.
In der vorliegenden Arbeit fand Tyrosin-p-nitroanilid
als Substrat nur deshalb Verwendung, weil es unter .
herkömmlichen Testbedingungen sehr langsam umge-
setzt wird; Lorentz und Mitarbeiter (12) beobachteten
eine Spaltung von Tyrosin-p-nitroanilid von 3,8 U/l.
Enzymaktivitäten dieser Größenordnung liegen bei
der herkömmlichen Methode der direkten photo-
metrischen Messung des freigesetzten p-Nitroanilins
bei 405 nm im Bereich der unteren Nachweisgrenze
und sind daher nur mit einer relativ großen Fehlerbreite
zu bestimmen, während bei Anwendung der hier be-
schrieoenen Methodik bereits eine mindestens lOfache,
besser 20fache Vorverdünnung des Serums erforderlich
wird. Die mögliche direkte Messung sehr geringer Mengen
enzymatisch freigesetzten p-Nitroanilins mit Hilfe von
Schreibern mit Skalenspreizung erfordert dagegen einen
apparativen Aufwand, der für die meisten Routinelabors
zu groß sein dürfte.
Zur Vermeidung enzyminhibierender Wirkungen des
Lösungsmittels Dimethylsulfoxid wurde die Menge der
Substratlösung möglichst klein gehalten. Dennoch ergibt
sich bei einem Inkubationsvolumen von 810 eine
Sübstratkonzentration von 1,25 mmol/1 im Testgemisch;
das entspricht etwa der von Nagel (18) angegebenen
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Leucin-p-nitroanilid-Konzentration von 0,8 mmol/1 zur daraus ergebenden Differenzierungsmöglichkeiten der
Messung der Leucin-Aminopeptidase. Bei einer Michaelis- Serum-Arylamidasen und -Peptidasen soll in einer
Konstanten von 0,33 mmol/1 für Tyrosin-p-nitroanilid weiteren Publikation eingegangen werden,
finden die Enzymbestimmungen demnach bei ausreichen-
der Substratkonzentration statt. Bei der Verwendung
anderer Aminosäure-p-nitroanilide dürften ähnliche Ver-
hältnisse vorliegen.
Auf die Spaltung anderer Aminosäure-p-nitroanilide,
deren Beeinflussung durch Effektoren und die sich
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